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LEUKOZYTENSTIMUIAT IONS -MATRIX 

5 

Gebiet der Erf indung _ 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft eine Leukozytenstimula- 
tions-Matrix, ein Leukozytenstimulations-Modul, welches die 
Leukozytenstimulations-Matrix umfasst, sowie ein Verfahren 
zur Leukozytenstimulation und/oder zur Induktion einer 
immunologischen Toleranz. 

15 

Hintergrund der Erfindung 

Die antigenspezif ische Stimulation von Leukozyten ist ein 
wichtiges und wachsendes Forschungsgebiet zur Modulation von 
20 Immunreaktionen (Impfung, ' adoptive Immuntherapie u.s.w.). 
Derzeit sind in diesem Zusammenhang neben der Impfung im 
herkommlichen Sinn vorwiegend therapeutische Ansatze zur ex 
vivo-Stimulation von Blutzellen bekannt. 

25 Es existiert derzeit keine ausreichend f unktionierende Thera- 
pie bei einer Vielzahl viraler- chronischer Inf ektionserkran- 
kungen. Die Chro-nizitat basiert auf der Persistenz des 
viralen Antigens im Gewebe und der unzureichenden Immunant- 
wort dagegen. Virale Erkrankungen werden zumeist mit Chemo- 

30 therapeutika therapiert. Dies hat haufig eine Resistenz- 
bildung der Viren und starke Nebenwirkungen zur Folge, 
Bisherige Experimente mit der ex vivo Stimulation von 
dendritischen Zellen und Ef fektorzellen mittels dendritischer 
Zellen (DC) z.B. bei Tumor erkrankungen waren nur bedingt 

35 erfolgreich (Cerundolo et al., Nature Immunology r Bd. 5, Nr. 
1, S. 7-10, 2004) . Vermutlich ist die ex vivo-Stimulation der 
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Effektorzellen und die anschlieftende Ruckfuhr in den 
Patienten zu storanfallig und zu schwach, urn klinisch 
relevante Veranderungen zu induzieren. Darliber hinaus werden 
bei den derzeitig angewandten Methoden die dendritischen 
Zellen und Effektorzellen isoliert, die in sehr geringer 
Menge im Blut vorkommen. Die ex vivo Expansion dieser Zellen 
ist dabei ein weiterer storanf ailiger Schritt. 

Die antigenspezifische Stimulation der Leukozyten in Vollblut 
(in vivo) hat im Gegensatz zur ex vivo-Stimulation den 
Vorteil, dass alle physiologischen und essentiellen Faktoren 
des. piuts, die zur antigenspezif ischen Leukozytenaktivierung 
notwendig sind, ausgenutzt werden konnen. 

Die WO 00/27999 offenbart^ die Einbettung von hamatopoieti- 
schen Vorlauf erzellen, Antigen-prasentierenden Zellen und 
lymphoretikularen Stromalzellen in eine porose, feste Matrix, 
wobei die Matrix mit biologischen Mitteln beschichtet und mit 
einem gelartigen Mittel impragniert sein kann. Diese Matrix 
kann zur Induzierung einer T-Zellreaktivitat in vitro verwen- 
det werden. 

Die WO 93/20185 offenbart ein in vitro-Verf ahren zur Prolife- 
ration von Vorlaufern dendritischer Zellen. 

WO 97/03186 (US 6,121,044) offenbart ein implantierbares 
Modul, welches eine Matrix mit eingebetteten dendritischen 
Zellen (DC) aufweist, mit dem eine primare und sekundare 
Immunantwort verursacht werden kann. Diese Ver5f fentlichung 
betrifft zwar auch ein in vivo verwendbares Modul, das Modul 
weist jedoch den Nachteil auf, dass eine Immunantwort mitt els 
des dort offenbarten Moduls bzw. der Matrix nicht zeitlich 
gesteuert werden kann. Bei dieser Art der Stimulation ist es 
nicht gewahrleistet, dass Leukozyten nach einer erfolgten 
Aktivierung kontrolliert von der stimulierenden Matrix 



WO 2005/085420 



3 



PCT/EP2005/002325 



abgelSst wercien konnen, um zuriick in den Blutstrom zu 
gelangen. 

Banchereau und Steinmann beschreiben in Nature, Bd. 392 , 
S. 245-252, 1998 in einem Obersichtsartikel dendritische 
Zellen und deren Beteiligung an der Steuerung der Immun- 
antwort. 

Die WO 03/030965 offenbart ein Modul zur Leukozytenstimula- 
tion, wobei in dem Modul auf einem Trager ein Komplex aus 
Antigen-prasentierender Zelle (MHC) und Antigen iraaobilisiert 
ist. Dieses Dokument offenbart auch, dass eine Ablosung 
stimulierter Leukozyten erfolgt, es ist jedoch nicht 
offenbart, wie eine solche Ablosung kontrolliert gesteuert 
werden kann. 

WO 03/031473 offenbart ein Modul zum Herabsetzen der 
Aktivitat von Leukozyten, welches einen Trager und einen 
Liganden umfasst, der an den Trager gebunden ist und zur 
Wechselwirkuhg mit einem Rezeptor von Leukozyten geeignet 
ist. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, eine Matrix oder eine 
die Matrix umfassende Vorrichtung bereitzustellen, mit der es 
moglich ist, in vivo Leukozyten zu stimulieren und/oder eine 
immunologische Toleranz im Blutkreislauf zu induzieren, wobei 
die stimulierten Leukozyten zeitlich kontrolliert wieder von 
der Matrix abl6sbar sind. 

Gegexistand der Erfindung 

Das oben erwahnte Problem der Erfindung wird durch eine 
Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 1 und ein 
Leukozytenstimulations-Modul gemafi Anspruch 12 gelost. 
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Die Leukozytenstimulations-Matrix der vorliegenden Erf indung 
weist folgende Bestandteile auf: 

a) ein oder mehrere Trager, 

b) eine losliche Matrix zur Einbettung eines oder 
mehrerer Bestandteile zur Generierung einer 
Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
iitimunologischen Toleranz, 

c) ein oder mehrere in die losliche Matrix eingebettete 
Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz . 

Gemaii der vorliegenden Erfindung binden zirkulierende 
Antigen-spezifische Leukozyten an die in die losliche Matrix 
eingebetteten Bestandteile ^werden dort zeitweise gebunden, 
stimuliert und verlassen als aktive Zellen die Matrix bzw. 
ein Modul, welches die Leukozytenstimulations-Matrix enthalt. 

Durch eine derartige erfindungsgemalie Leukozytenstimulations- 
) Matrix kann eine sukzessive kontrollierte Auflosung der 
auBeren Matrixoberf lache innerhalb eines vorbestimmten 
Zeitrahmens, bevorzugt innerhalb von Stunden bis zu etwa 
einem Tag, gewahrleistet werden. Die losliche Matrix lost 
sich kontrolliert schichtweise in einer Leukozyten enthal- 
5 tenden Flussigkeit, bevorzugt Vollblut, ab, wobei auch in der 
loslichen Matrix enthaltene Bestandteile zur Generierung 
einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz (z.B. Antigene) abgelost werden 
konnen, und hieran gebundene Leukozyten von der Matrrx 
30 entfernt werden. Bei Einbringen der Leukozytenstimulations- 
Matrix bzw. eines Moduls, welches diese enthalt, in den 
Korper werden diese Leukozyten durch die Blutzirkulation 
zurttck in den Korper uberftihrt. Die Auf losungszeit der 
jeweils aufieren Schichten der loslichen Matrix wird so 
35 gewahlt, dass eine fur die jeweilige antigenspezif ische 
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Leukozytenaktivierung geeignete Bindungsintensitat und 
Bindungsdauer gewahrleistet wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung sind zusatzlich zu den Bestandteilen a) bis c). ein oder 
mehrere Bindungskoppler vorgesehen, urn eine Bindung zwischen 
Trager und den ein oder mehreren Bestandteilen zur Generie- 
rung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz zu vermitteln. Bevorzugt handelt es 
sich bei der vermittelten Bindung urn eine kovalente Bindung, 
so dass zumindest ein Teil der eingebetteten Bestandteile zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz tiber die Bindungskoppler 
kovalent mit dem Trager verbunden ist. Erf indungsgemaft sind 
aber auch nicht-kovalente Bindungen, also.z.B. ionische 
Bindungen, Bindungen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen, 
van der Waals-Wechselwirkungen usw. dieses Bestandteils mit 
dem Bindungskoppler umfasst. Die vorliegende Erfindung 
umfasst auch solche Ausfiihrungsf ormen, bei denen der 
Bestandteil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz sowohl an 
den Bindungskoppler gebunden ist f also auch teilweise ohne 
eine Bindung an den Bindungskoppler in die losliche Matrix 
eingebettet ist. 

Trager 

Der Tr&ger der erf indungsgema&en Leukozytenstimulations- 
Matrix ist nicht besonders eingeschrankt, solange auf diesem 
eine losliche Matrix gemaA der vorliegenden Erfindung 
aufgebracht werden kann. Bevorzugt ist der Trager aus einem 
biokompatiblen Material. Bevorzugt sind Trager, die Poren 
aufweisen. 

Als duroplastische Tragermaterialien sind bspw. Polyurethane, 
Polyamid oder Polyester verwendbar, wobei Polyurethane 
bevorzugt sind. Unter den Polyurethanen sind offenporige 
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hydrophile, aber auch hydrophobe Polyurethan-Schaume 
verwendbar, die wahlweise Pigmente/ z.B. Kohlenstof fpigmente 
und/oder Siliciumdioxidpigmente, enthalten konnen. 

5 Weiterhin konnen als Polyurethane (PU) PU-Lacke verwendet 
werden oder andere Halbzeuge, die ebenfalls wahlweise 
Pigmente wie oben erwahnt enthalten konnen. Besonders 
bevorzugt ist PU Medical Grade (bezogen von der Firma KCI) . 
Als thermoplastische Tragermaterialien sind z.B. Polycar- 
10 bonate oder Polystyrol geeignet. Ebenfalls verwendbar sind 
Polyethylene oder Polypropylene, wobei diese bevorzugt in 
Kombination mit haf tvermittelnden Pigmenten kombiniert 
werden. Auch Elastomere sind verwendbar. 

15 Weitere geeignete Polymere sind z.B. PTFE (Polytetraf luor- 
ethylen) , Dacron oder Polymethylpentan. 

Weiterhin bevorzugt sind Materialien, die in der Chirurgie 
als. sich auflosendes Nahtmaterial verwendet werden (Englisch: 

20 sutures), wie beispielsweise Monocryl (Poliglecaprone 25, 
PDS-2 (Polydioxanon) , Maxon (Polyglyconat) , Vicryl 
(Polyglactin-910) und Dexon-Plus (Polyglycolsaure) . Die 
Verwendung derartiger, sich in Korperflussigkeiten, 
beispielsweise Vollblut, auflosenden Materialien, bietet den 

25 Vorteil, dass sich nach vollstandiger Auflosung der aufteren 
Matrix bzw. Hulle auch der Trager nach und nach auflost, so 
dass bei Verwendung des Leukozytenstimulations-Moduls bzw. 
der Leukozytenstimulations-Matrix als Transplantat dieses 
nicht notwendigerweise aus dem Korper entfernt werden muss. 

30 

Weiterhin ist als Tragermaterial Glas in samtlichen moglichen 
Formen, z.B. Fasern, offenporig oder geschaumt, geeignet. 

Ebenfalls sind Metalle als Trager geeignet, bevorzugt 
35 biokompatible Metalle oder mit biokompatiblen Metallen 
beschichtete Trager. Auch Naturstoffe, wie Darme, oder 
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biologische Materialien, wie Schwamme, sind erf indungsgemafl 
bevorzugt verwendbar. 

Polymermaterialien, die Poren aufweisen, sind besonders 
bevorzugt, insbesondere Polyurethan. Die Poren konne eine 
beliebige GrSfle aufweisen. Durchschnittliche Porengrofien im 
Bereich von 0,5-2 mm, insbesondere etwa 1 mm, sind 
bevorzugt . 

Losliche Matrix 

Weiterhin umfasst die Leukozytenstimulations-Matrix der 
vorliegenden Erfindung eine auf dem Trager befindliche 
losliche Matrix, in die ein oder mehrere in die Matrix • 
eingebettete Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
eingebettet sind. Der Begriff "loslich" bedeutet, so wie er 
in der vorliegenden Erfindung zur Beschreibung der loslichen 
Matrix verwendet wird, dass sich die losliche Matrix in 
Vollblut innerhalb von Stunden bis zu wenigen Tagen auf lost. 

Die losliche Matrix (b) ist in einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der vorliegenden Erfindung aus langkettigen Zucker- 
verbindungen wie z.B. Starke, Cellulose und/oder Glykogen 
einer seits, und Polyethylenglykol andererseits auf gebaut . 
ErfindungsgemaB braucht aber keine langkettige Zuckerver- 
bindung enthalten zu sein. PEG ist somit in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform der Erfindung notwendiger Bestandteil der 
loslichen Matrix, und die langkettigen Zucker sind wahlweiser 
Bestandteil. In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung sind neben PEG keine langkettigen 
Zucker als Bestandteile der loslichen Matrix enthalten. 

Die losliche Matrix umfasst in der genannten Aus ftthrungs form 
mit langkettigen Zuckerverbindungen bevorzugt 50-90 Gew.-%, 
bevorzugt 60-80 Gew.-%, langkettige Zuckerverbindung (en) und 
10-50 Gew.-%, bevorzugt 20-40 Gew.-%, eines Polyethylen- 
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glykols, bezogen auf die Summe aus langkettiger Zucker- 
verbindung und Polyethylenglykol. Bei beiden genannten 
erfindungsgemalien Ausfiihrungsf ormen der loslichen Matrix kann 
gewahrleistet werden, dass sich die losliche Matrix innerhalb 
von wenigen Stunden, bevorzugt. etwa 4-12 Stunden, im Blut 
langsam auf lost. Grundsatzlich kann durch Steigerung des PEG- 
Anteils die Auf losung verlangsamt werden. Somit ist eine 
Steuerung der Auf losungszeit der loslichen Matrix durch 
Variation der Anteile an PEG und langkettiger Zucker- 
verbindung moglich. 

Eine Steuerung der Auf losungszeit der loslichen Matrix kann 
weiterhin auch uber das Molekulargewicht des PEG gesteuert 
werden. Als Polyethylenglykol (PEG) wird bevorzugt PEG mit 
einem Molekulargewicht im Bereich von 1-200 kD verwendet. 
Bevorzugt ist ein Molekulargewichtsbereich von etwa 10 bis 
etwa 60 kD, weiterhin bevorzugt etwa 10-30kD, besonders 
bevorzugt etwa 30 kD. Es konnen auch modif iezierte PEG 
verwendet werden, bspw. solche, bei denen PEG-Molekule durch 
Spacer verbunden sind. PEG wird bevorzugt als wasserige 
Losung verwendet, wobei z.B. bei einem PEG von 15-20 kD 
Molekulargewicht etwa eine 1-10 Gew.-% Losung verwendet wird, 
bevorzugt etwa 5 Gew.-%. Bei PEG mit kurzem Molekulargewicht 
(z.B. etwa 6 kD) ^kann die Konzentration bis zu 20 Gew.-% 
betragen, bei PEG mit grofierem Molekulargewicht kann die 
Konzentration auch darunter liegen. Die geeignete 
Konzentration kann vom Fachmann durch Versuche ermittelt 
werden. PEG kann auch an verschiedene Zytokine, wie bspw. 
Interferone (IFN) , gekoppelt werden, wobei derartige PEG- 
Interf eronprodukte ebenf alls im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung als Bestandteil der 16slichen Matrix verwendet 
werden kSnnen. Damit hat man die Moglichkeit, Zytokine als 
Leukozyten-stimulierende Mittel mit in die 16sliche Matrix 
einzubeziehen. 
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Bestand teil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 

Leukozytenstimulation bedeutet erf indungsgemaft, dass 
5 bereits gepragte Immunzellen spezifisch in ihrer Immunantwort 
verstarkt werden. Der Begriff umfasst aber auch die Pr&gung 
ungepragter (naiver) Immunzellen. Der Begriff Leukozyten 
umfasst B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Granuozyten und 
Neutrophile. 

10 

Unter Induktion einer Toleranz ist erfindungsgemaft zu 
verstehen, dass eine Anergie der Leukozyten gegeniiber einem 
bestimmten Antigen induziert wird, d.h. eine Inaktivierung . 
Dabei werden Leukozyten mit einem Antigen stimuliert und 
15 gleichzeitig kostimulatorische Molekule inhibiert. 

Als Bestandteil zur Generierung bzw. Auslosung bzw. Erzeugung 
einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz konnen erf indungsgemaft z.B. 

20 Antigene, Haptene, MHC -Molekule , kostimulatorische Faktoren, 
Zellbestandteile und/oder Membranf ragmente Antigen- 
prasentierender Zellen verwendet werden. Die Antigene 
brauchen dabei nicht vorher isoliert werden. Auch unversehrte 
oder weitgehend unversehrte Viren, Bakterien, Zellen oder 

25 Hiillen hiervon, welche Antigene aufweisen, k5nnen als 

Bestandteil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
erfindungsgemafi verwendet werden. Es konnen auch inaktivierte 
Viren, Bakterien usw. verwendet werden. Die Inaktivierung 

30 kann gemaft dem Fachmann bekannten Verfahren erfolgen, bspw. 

UV-Bestrahlung.Die Antigene, z.B. Peptide, die aus beispiels- 
weise Viren-, Bakterien- oder Tumor zellpraparationen isoliert 
werden, konnen an MHC-Molekule gekoppelt sein oder an die 
Membranbestandteile Antigen-prasentierender Zellen, wie 

35 beispielsweise dendritischer Zellen (DC) , der zu behandelnden . 
Patienten (autologe Zellen) oder k5nnen von allogenen 
Spendern stammen. Der immunrelevante Anteil der 16slichen 
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Matrix d.h. der Teil, der eine Immunantwort hervorruft, kann 
erfindungsgemafc auch als immunstimulatorischer Komplex (IK) 
bezeichnet werden. 

Bei dem Antigen kann es sich urn ein synthetisches Antigen 
handeln, oder das Antigen wird aus Viren, Bakterien, Pilzen, 
Protozoen, Parasiten (z.B. Wtfrmern) , Tumoren, Allergenen, 
Zellkuituren oder aus korpereigenem Gewebe gewonnen. Das MHC- 
Molekul und/oder der kostimulatorische Faktor konnen aus 
korpereigenem Gewebe gewonnen werden, aus Zellkuituren, oder 
diese konnen synthetisch hergestellt werden. 

Eine Obersicht der kostimulatorischen Moleklile findet sich 
z.B. in Rothstein und Sayegh, Immunolo-gical Reviews 2003, 
"T-cell costimulatory pathways in allo-graft reaction and 
tolerance". Diese sind erf indungsgemaft umfasst. 

Erfindungsgemafi konnen in Anwesenheit von Antigen bevorzugt 
die folgenden kostimulatorischen Molemule verwendet werden: 

- Alle kostimulatorische Molekule der CD28/CTLA-4 :B7-Familie: 
CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1, B7-1, B7-2, B7RP-1, PD-L1, PD-L2 . 

- Tumornekrosefaktoren:Tumornekrosefaktorrezeptorfamilie: 
CD154/CD40L, 4-IBB (CD137) f Ox-40 (CD134) , CD27; Liganden: 
CD40, 4IBBL (CD137L) , Ox40L (CD134L) , CD70. 

Weitere kostimulatorische Molekule, die noch gefunden werden, 
sind ebenfalls umfasst. 

Bevorzugt ist der Bestandteil zur Generierung einer Leuko- 
zytenstimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz, z.B.. gegenuber einem Virus, ein Virus der Familie 
der Herpesviren, insbesondere das Cytomegalievirus (CMV) , 
Epstein Barr Virus (EBV) oder Herpes Simplex Virus (HSV 1+2), 
oder ein Fragment oder Teil, eine Virushtille oder ein Virus- 
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hullenfragment hiervon, die Antigene enthalten, welche eine 
Immunantwort hervorrufen konnen. 

Weiterhin sind verwendbar: SARS (Coronavirus) ; Rhinovirus; 
Picornaviren, insbesondere Poliovirus, Coxsackievirus, 
Retroviren, insbesondere das humane Immundef izienz Virus 
(HIV) , 

ein Hepatitis ausl5sendes Virus, insbesondere Hepatitis B 
Virus (HBV) oder Hepatitis C Virus (HCV) , 
Coronaviren, insbesondere SARS-assoziierte Coronaviren; 
und/oder jeweils Antigene hiervon oder ein Fragment oder 
Teil, eine Virushulle oder ein Virushullenf ragment hiervon, 
die Antigene enthalten, welche eine Immunantwort hervorrufen 
konnen . 

Weiterhin sind erf indungsgemaft alle anderen Viren, die mit 
chronischen Entzundungskrankheiten oder Tumor erkrankungen 
verbunden sind, Orthomyxoviren (Influenza), Paramyxoviren 
(Mumps, Masern bei fehlender oder nicht ausreichender 
Impfung) , Papovaviren (Papillomaviren) verwendbar. Auch 
Viren, gegen die keine Impfung existiert und/oder mit akuter 
Pathogenitat/Lethalitat sind einsetzbar. 

Besonders geeignet ist die erf indungsgemafie Leukozyten- 
stimulations-Matrix fur bei Patienten verwendbar, bei denen 
eine antivirale Chemotherapie nicht greift (z.B. Resistenzen 
entwickelt wurden) oder lokale Virus-vermittelte Entziindungen 
durch systemische Behandlung nicht erreicht werden (z.B. CMV- 
Retinitis) . 

Besonders bevorzugt ist das Antigen ein Cytomegalievirus des 
Stamms CMV Hi 91, AD169, Towne, Davis oder die Hiille, ein Teil- 
oder Fragment hiervon. Andere Labor- oder Wildstamme sind 
aber ebenfalls umfasst. 
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Als Virentypen konnen RNA-Viren, DNA-Viren, Viren mit Hiillen, 
Viren ohne Hiillen, onkogene Viren ( Papilloma -Virus ) , HHV-8 
u.s.w. verwendet werden. 

5 Im Fall einer Antibiotika-Unvertraglichkeit, Resistenzen oder 
lokalen Bakterien- induzierte.n lokalen Entziindungen kSnnen 
erfindungsgemaft Bakterien oder Teile bzw. Fragmente hiervon, 
die Antigene enthalt en, verwendet werden. 

10 Grundsatzlich sind alle Spezies aus den Familien bzw. 

Gattungen der Staphylokokken; Streptokokken; Enterokokken; 

Neisserien; Enterobakerien; Vibrionen (Cholera) ; alle 

nichtf ermentierenden Bakterien; Campylobacter; Helicobacter; 

Haemophilus; Bordetellen; . Legionellen; alle Anthropozoonose- 
15 erreger; Korynebakterien; Bacillus; Clostridien; 

Mykobakterien; Nocardien; Treponemen; Borrelien (bevorzugte 

zeitlich nahe Testung bei Patienten mit Borreliose) ; 

Leptospiren; Bartonella; Mykoplasmen; Chlamydien verwendbar. 

20 ' Unter den Pilzen sind insbesondere SproBpilze (Candida) ; 

Fadenpilzer (Schimmelpilze, Aspergillus); Dimorphe Pilze; und 
andere wie Pneumocystis carinii verwendbar, bevorzugt 
humanpathogene Pilze und sogenannte "Krankenhauskeime" wie 
Aspergillus oder Candida albicans. 

25 

Unter den Parasiten sind insbesondere Protozoen; Trematoden; 
Cestoden; Nematoden erf indungsgemaft einsetzbar. 

Auch Prionen oder noch nicht bekannte oder definierte 
30 Pathogene sind grundsatzlich einsetzbar. 

Im Fall von Tumoren konnen insbesondere Membranbestandteile 
inaktivierter Tumorzellen, besonders des malignen Melanoms, 
verwendet werden. 



35 
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Bei Autoiramunerkankungen/Allergien konnen grundsatzlich. 
erfindungsgemaft alle derzeit und zukunftig bekannten 
relevanten Antigene, besonders Kollagen, Zellmembranen von 
biliaren Epithelzellen etc. verwendet werden. 

Ein bevorzugter inhibitorischer Faktor, der bei der Erzeugung 
einer Immuntoleranz verwendet werden kann, ist LIR-1. 

Die Konzentration des Bestandteils zur Generierung einer 
Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer iinraunolo- 
gischen Toleranz in der Htille kann. vom Fachmann durch geeig- 
nete Versuche ermittelt werden. Bevorzugt richtet sich die 
Menge bzw. Konzentration dieses Bestandteils bei Einbringen 
in den Korper nach den' in herkommlichen Impfungen verwendeten 
Mengen. Bei herkommlichen Impfungen werden beispielsweise 
etwa 20 ]ig Virusantigen verwendet. 

Insgesamt ist die. losliche Matrix zusammen mit dem eingebet- 
teten Antigen erf indungsgemaB bevorzugt in etwa wie folgt 
auf gebaut : 

Definition der Matrix (Gew.-%) : 

Moglicher Bereich Bevorzugter Bereich 

Summe aus PEG und 

langkettigem Zucker 99,5-99,999 Gew.-% 99,9-99,99 Gew.-% 
Antigen 0,001-0,5 Gew.-%. 0,01-0,1 Gew.-% 

Wird statt eines im wesentlichen isolierten Antigens ein 
ganzes Virus, Bakterium, eine Httlle hiervon oder dergleichen 
verwendet, kann der oben angegebene. Antigenanteil auch mehr 
als 0,5 Gew.-% oder 0,1 Gew.-% betragen 

Wie oben bereits erwahnt, liegt ein langkettiger Zucker dabei 
nicht notwendigerweise vor. Die Verteilung aus PEG und lang- . 
kettiger Zuckerverbindung betragt in einer bevorzugten Aus- 
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fiihrungsform jedoch 50-90 Gew.-%, bevorzugt 60-80 Gew.-%, 
langkettige Zuckerverbindung (en) und 10-50 Gew.-%, bevorzugt 
20-40 Gew.-%, . eines Polyethylenglykols, bezogen auf die Summe 
aus langkettiger Zuckerverbindung und Polyethylenglykol . 

Bindungskoppler 

In einer bevorzugten Aus fiihrungsform der vorliegenden 
Erfindung ist ein Bindungskoppler vorgesehen, urn eine Bindung 
zwischen Tr&ger und dem einen oder mehreren Bestandteilen zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz zu vermitteln. Bei diesem 
Bindungskoppler, der bevorzugt eine kovalente Bindung 
vermittelt, handelt es sich vorzugsweise urn ein Element, das 
aus Cyanogenbromid, Cyanoborhydrid, Agarose, Agarosederiva- 
ten, Silan, Silanderivaten oder Kombinationen hiervon ausge- 
wahlt ist. In einer weniger bevorzugten Ausfiihrungsf orm kann 
auch p-Toluolsulfonylchlorid verwendet werden. Besonders 
bevorzugt ist das Silanderivat ein Alkoxysilan, noch 
bevorzugter ein Anhydridoalkoxysilan oder ein anderes 
Alkoxysilan, welches mindestens eine Carboxylgruppe aufweist. 
Die Alkoxygruppe ist jeweils bevorzugt eine Methoxy- oder 
Ethoxygruppe . Ein besonders bevorzugtes Anhydridoalkoxysilan 
ist 3- (Trtethoxysilyl)propylbernsteinsaureanhydrid (GENIOSIL 
® GF 20, Wacker) - Auch Aminogruppen enthaltende Alkoxysilane 
sind verwendbar, z.B. (3-Aminopropyl) trimethoxysilan oder [ 3- 
( 2 -Aminoethylamino) propyl] trimethoxysilan. Weiterhin 
bevorzugt ist (3- (2, 3-Epoxypropoxy) propyl) trimethoxysilan 
(GENIOSIL® GF 80) . Weiter Alkoxysilane konnen entsprechend 
der jeweiligen TrSger und Bedingungen vom Fachmann ausgewahlt 
werden . 

Es hat sich herausgestellt, dass Alkoxysilane, insbesondere 
Anhydridoalkoxysilane wie GENIOSIL® GF 20, aber auch 
GENIOSIL® GF 80, besonders gut zur Vermittlung einer Bindung 
an einen Polyurethan- oder Glastrager geeignet sind. 
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Die Erfindung erlaubt die zeitlich limitierte Bindung von 
Leukozyten aus Vollblut oder aus Vollblut isolierten 
Leukozyten, deren spezifische Antigenstimulation und die 
Ruckfiihrung der - stimulierten Leukozyten in den Blutkreislauf 
5 durch Aufldsung der Matrix im Vollblut bzw. einer Leukozyten 
enthaltenden physiologischen Fltissigkeit. 

Weiterhin ist erf indungsgemaft die Induktion einer immunolo- 
gischen Toleranz durch die Zugabe inhibitorischer Faktoren 

10 bei gleichzeitiger spezifischer Aktivierung moglich. Die 

Zugabe inhibitorischer Faktoren kann beispielsweise wahrend 
der Bildung der loslichen Matrix erfolgen, d.h. die inhibi- 
torischen Faktoren werden mit in die losliche. Matrix einge- 
bettet r oder es kann eine Zugabe wahrend der Leukozyten- 

15 stimulation erfolgen. Die inhibitorischen Faktoren konnen 
auch iiber einen der oben genannten Bindungskoppler in die 
losliche Matrix eingeb'ettet werden. Im Fall einer Induktion 
einer immunologischen Toleranz wird ein Leukozyt zwar mit dem 
Antigen in- Kontakt gebracht, kann aber durch die Einwirkung 

20 der inhibitorischen Faktoren gegen die Antigene nicht aktiv 
werden. Ein geeigneter inhibitorischer Faktor ist beispiels- 
weise LIR-1. Weitere inhibitorische Faktoren sind dem Facti- 
mann bekannt und durch die Erfindung umfasst. Auch inhibito- 
rische Faktoren, die noch gefunden werden, sind erfindungs- 

25 gemaB umfasst. . 

Die erfindungsgemalie Leukozytenstimulations-Matrix kann auch 
als Implantat verwendet werden. 

30 Leukozytenstimulationsmodul 

Die Leukozytenstimulations-Matrix gemaJi der vorliegenden 
Erfindung kann in einem Leukozytenstimulations-Modul 
eingesetzt werden. Das Leukozytenstimulations-Modul umfasst 
35 ein Geh&use, welches bevorzugt aus Glas oder einem Kunststoff 
hergestellt ist, wobei der Kunststoff bevorzugt untoxisch und 
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gegeniiber einer biologischen Flussigkeit wie Vollblut inert, 
d.h. im wesentlichen unloslich, 1st. Das Leukozyten- 
stimulations-Modul umfasst mindestens eine Offnung. Bevorzugt 
ist mindestens eine Einlassof fnung und mindestens eine 
Auslassoffnung vorgesehen, weiterhin bevorzugt genau eine 
Einlassof fnung und genau eine Aus lassof fnung. Das Gehause 
bzw. Modul kann aber auch auf andere Weise ausgestaltet sein, 
beispielsweise nur mit einer Offnung, durch welche eine 
Leukozyten enthaltende Fliissigkeit einstromt und auch wieder 
ausstrOmt. Weitere Ausgestaltungen- des Moduls konnen vom 
Fachmann konstruiert werden, bspw. solche mit mehr als einer, 
z.B. zwei EingangsSffnungen und/oder Ausgangsof f nungen . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
zur Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer immunolo- 
gischen Toleranz, wobei eine Leukozyten enthaltende Fliissig- 
keit, wie beispielsweise Vollblut, mit einer Leukozyten- 
stimulations-Matrix der vorliegenden Erfindung in Kontakt 
gebracht wird. Bevorzugt. erfolgt dieses Kontaktieren in einem 
Leukozytenstimulations-Modul gemafi der vorliegenden 
Erfindung. Weiterhin bevorzugt erfolgt dieses Kontaktieren im 
Blut strom eines Patienten, d.h. in vivo. 

Das erfindungsgemafie Modul kann bei Patienten bzw. in 
klinischen Situationen mit mangelnder zellularer Immunantwort 
Z .B. gegen virale oder bakterielle Inf ektionserreger oder 
Tumorantigene eingesetzt werden. 

Das erfindungsgemafie Modul kann beispielsweise in den 
Blutstrom des Patienten eingesetzt werden. Eine bevorzugte 
Ausfuhrungsform besteht darin, dass das Modul zum transienten 
Einbringen in den Patienten-Blutstrom iiber einen Sheldon- 
Katheter eingesetzt wird. Dabei binden zirkulierende Antigen- 
spezifische T-Zellen an die in die Matrix eingebetteten 
Bestandteile, werden dort zeitweise gebunden, stimuliert und 
verlassen als hochaktive Zellen das Modul. Ef fektorzellen mit 
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nur unzureichender spezifischer Funktion werden stimuliert 
und verlassen als hoch aktive Zellen das Modul. Gedachtnis- 
zellen, die zuvor Kontakt rait dem in die losliche Matrix 
eingebetteten Bestandteil hatten, binden ebenfalls an die__ 
Matrix. Auch diese bereits gepragten Zellen werden stark 
aktiviert. Weiterhin konnen ungepragte (naive) T-Zellen an 
die Matrix binden und werden gegen das prSsentierte Antigen 
MHC-Molekiil, kostimulatorischen Faktor oder anderen 
Zellbestandteil gepragt. Durch kostimulatorische Faktoren, 
die dem Modul wahlweise beigegeben werden konnen, oder die 
ebenfalls in die losliche Matrix eingebettet werden (z.B. 
DC-Adhasionsmolekiile, Zytokine etc.), kommt es zur 
Aktivierung dieser Zellen, die zuruck in den Blutkreislauf 
gelangen, "urn dort mittels spezifischer Ef f ektormechanismen 
das Pathogen zu eliminieren. Die Induktion einer humoralen 
Iromunantwort kann sich anschlie&en (T-Zell-vermittelte B- 
Zellaktivierung) . 

Eine Immuntoleranz kann wie oben beschrieben durch Anwendung 
einer entsprechenden Matrix , in die inhibierende Faktoren 
eingebettet sind, in dem Modul erreicht werden, oder indem 
inhibierende Faktoren wahrend der Leukozytenstimulation in 
das Modul gegeben werden. 

Durch Auflosung der loslichen Matrix werden gebundene stimu- 
lierte Leukozyten wieder freigesetzt und gelangen in den 
K5rper. Gleichzeitig gelangen durch das Auflosen der Matrix 
tiefer liegende Schichten der Matrix mit antigenen Determi- 
nanten an die Oberflache, und neue unbesetzte Bindungsstellen 
werden frei. Der Vorgang der Antigenvermittelten Leukozyten- 
bindung und -stimulation lauft ununterbrochen weiter, bis 
keine 16sliche Matrix mehr vorhanden ist. 

Vorteilhafterweise kann durch Einsatz des erf indungsgemaBen 
Moduls die Akkumulation von Leukozyten und ein immunstimulie- 
render Mechanismus in einem definierten Voiumen erreicht 
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werden. Bei einer ex vivo-Anwendung gemaB Stand der Technik 
werden stimulierte Leukozyten in den Korper des Patienten 
zurtickgegeben, wobei die Verteilung der stimulierten Leuko- 
zyten nach der Ruckgabe vollkommen unklar ist. 

5 

Durch den Einsatz des Leukozytenstimulations-Moduls (d.h. 
' insbesondere durch Einbringen in den Blutstrom des 

Patienten) , Oder auch durch ex vivo-Inkubation der Matrix mit 
Vollblut des Patienten, binden zirkulierende Leukozyten, z.B. 
0 • T-Zellen, spezifisch an die auBere Schicht der lQslichen 
Matrix. Die erf indungsgemaBe Zusammensetzung der loslichen 
Matrix bedingt den sukzessiven Abbau der auBeren Schichten. 
Dadurch werden auch gebundene und stimulierte Leukozyten vom 
Festkorper abgelost und werden durch den Blutfluss oder durch 
.5 mechanische Behandlung (z.B. Schutteln) dem Blut 

zurtickgef uhrt . Das Ablosen der auBeren Schicht der HUlle 
bewirkt die Erneuerung der immunogenen Oberflache. Leukozyten 
konnen an die neu an der Oberflache erschienenen 
immunstimulatorischen Komplexe, Antigene, Zellbestandteile, 
10 MHC-Molekiile etc. binden. Der Vorgang wiederholt sich 
solange, bis die Hillle vollstandig aufgelost ist. Die 
abgelSsten Bestandteile sind in Blut untoxisch und 
ungefahrlich, da es sich. ausschlieBlich urn biokompatibles 
Material und/oder autologe Bestandteile des Patienten 
25 handelt. Die moglicherweise weiterbestehende Immunogenitat 

der zirkulierenden immunstimulatorischen Komplexe im Blut ist 
zusatzlich von Vorteil, da es bis zu deren biologischem Abbau 
zur weiteren antigenspezifischen Immunstimulation im 
Patienten kommt. 

30 

Das Modul weist bevorzugt ein Kunststof fgehause mit bevorzugt 
etwa 5 bis 500 ml Volumen auf . Ein- und Ausstr5mungsstutzen 
werden im Durchmesser an die Schlauchverbindungen der 
Katheter-Anschlusse angepasst. Der Katheter kann doppellumig 
35 (z.B. ein Sheldon-Katheter) sein, so dass es ermoglicht wird, 
die Fliefigeschwindigkeit des Blutes pro Lumen um bis zu 50% 
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zu vermindern. Das Gehause beinhaltet die erf indungsgemafce 
Leukozytenstimulations-Matrix. 

Bei Bedarf kann das Leukozytenstimulations-Modul als 
funktiqnelle Einheit nach Beftillung itdt Blut des Patienten 
von den Katheterverbindungen abgekoppelt werden, um z.B. 
weitere Modifikation ex vivo vorzunehmen (z.B. Zugabe von 
kostimulatorischen Faktoren,* Zytokinen, Hormonen, 
inhibierenden Faktoren usw.), ohne dabei das Blut aus dem 
Modul zu entnehmen. Das mit Blut gefiillte Gehause kann* ftir 
einige Stunden bei stetiger Bewegung und Temperaturen iiber 
30 °C inkubiert werden, um es dann nach dem Patienten iiber den 
bereits liegenden Katheter direkt aus dem Leukozyten- 
stimulations-Modul zuruck zuzufuhren. Dies kann auch mehrfach 
wiederholt werden. 

Vorteile der Erfindung 

Es existieren derzeit keine Verfahren zur zeitlich kontrol- 
lierten antigenspezif ischen Leukozytenstimulation^ im Blut- 
fluss bzw. im Vol.lblut oder allgemein in Leukozyten 
enthaltenden Fltissigkeiten. Durch die vorliegende Erfindung 
konnte das Problem gelost werden, dass bei der Stimulation 
von Leukozyten iiber immobilisierte Antigene gemafi Stand der 
Technik eine derartig stabile Bindung an den Festkorper 
stattfindet, dass eine Ablosung der Leukozyten nicht mehr 
gewahrleistet ist. Im Blutkreislauf kann dies zur Anhaufung. 
der Leukozyten innerhalb des eingesetzte Moduls gemaft Stand 
der Technik ftihren. Die Folge ist eine Erh5hung des 
Widerstands und spezifischer Stress fur die Leukozyten, 
unerwiinschte Nebenreaktionen, erhShte Gerinnungsef f ekte. Die 
' kontinuierliche Rttckfiihrung der stimulierten Leukozyten in 
den Blutkreislauf gemafl der vorliegenden Erfindung ermoglicht 
die Losung der obengenannten Schwierigkeiten. 
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Das Leukozytenstimulations-Modul bzw. die Leukozyten- 
stimulatipns-Matrix gemali er vorliegenden Erfindung konnen 
bei der Therapie gegen virale chronische Inf ektionserkrankun- 
gen eingesetzt werden. Die Chronizitat basiert auf der • 
Persistenz des Antigens im Gewebe und deren unzureichenden 
Immunantwort dagegen. Virale Erkrankungen werden zumeist mit 
Chemotherapeutika therapiert. Dies hat haufig eine 
Reminiszenzbildung der Nieren und starke Nebenwirkungen zur 
Folge. Durch die vorliegende Erfindung konnen de novo. eine 
Induktion bzw. Verstarkung einer hoch-spezif ischen 
Immunantwort gegen ein Pathogen gewahrleistet werden. 

Durch die Bindung an den oder die Bestandteile zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz konnen bereits gepragte 
Immunzellen spezifisch in ihrer Immunantwort verstarkt 
werden. Diese in niedriger Frequenz im Blut enthaltenen 
Zellen mtissen dabei nicht aufwendig isoliert und ex vivo 
expandiert werden, da die Zellen uber den Blutstrom 
automatisch in das Leukozytenstimulations-Modul gelangen und 
dort stimuliert werden. Nach ihrer Aktivierung gelangen die 
Leukozyten durch die Aufl6sung der loslichen Matrix als 
Effektorzellen direkt in den Blutkreislauf und in die 
betroffenen Gewebe. Durch die physiologische Umgebung im 
Blutstrom ist gewahrleistet, dass alle notwendigen Faktoren 
far eine Ausreifung zu hochaktiven Effektorzellen vorhanden 
sind. 

Oberdies konnen gemaG, der vorliegenden Erfindung auch 
Neuimmunisierungen vorgenommen werden und Toleranzinduktionen 
hervorgerufen werden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung einer 
erfindungsgemaAen Leukozytenstimulations-Matrix oder eines 
erfindungsgemaSen Leukozytenstimulations-Moduls zur 
Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer immunolo- 
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gischen Toleranz, sowie deren Verwendung in Nachweisverf ahren 
der Verteilung aktivierter T-Zell-Subtypen oder fiir 
Impf ungen . 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen beschrieben, die den Umfang der 
vorliegenden Erfindung jedoch nicht beschrankten sollen. 

1. • Ausfiihrungsform mit in der 'loslichen Matrix einge- 
betteten Antigenen 

Der Cytomegalievirusstamm Hi91 wurde in humanen kultivierten 
Vorhautfibroblasten geziichtet. Nach Auftreten des zyto- 
pathischen Effekts wurden die Zellkulturuberstande gesammelt, 
die Viren mittels Ultrazentrif ugation angereichert, mit 
Phosphat-gepufferter Salzlosung (0,1 M PBS mit Ca 2+ , Mg 2+ , pH 
7,4) gewaschen und mittels UV-Bestrahlung inaktiviert. Die 
Viren wurden mit 100 ]il Natriumbicarbonat-Puf f er (50 mM; pH 
8 ,0-9,6), der 5 Gew.-% 15-20 kD PEG (Produkt Nr. P2263, 
Sigma-Aldrich, 2,2 ■ - ([ Methyl ethyliden] -bis[ 4, 1-penylen- 
oxymethylen] ) -bis-oxiran-Polymer mit a-Hydroxypoly (oxy-1, 2- 
ethandiyl) enthielt, kurz (3-5 Minuten) bei Raumtemperatur 
inkubiert (PEGiliert) . 10 mg offenporiger Polyurethan (PU)- 
Schaum (PU Medical Grade, Firma KCI) wurden mit den in der 
Reaktionsmischung enthaltenen PEGilierten Viren bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschlieflend getrocknet. 

Dabei wurden 20 \il der Antigenpraparation (CMV Hi91) beige- 
mischt. Fttr die Stimulationsversuche wurde Antigen von lxlO 6 - 
lxlO 7 Viren verwendet. AnschlieAend wurde Vollblut (500 pi) 
eines CMV positiven Spenders mit bekannter nachweisbarer 
dauerhafter CMV-spezif ischer zellularer Immunaktivitat den 
vorbehandelten Materialproben zugegeben, und es wurde fiir 
eine Stunde in Bewegung bei 37° C inkubiert. 
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Nach dem Waschen der Trager mit dem obigen Natriumbicarbonat- 
puffer wurde das Blut fiir die durchf lusszytometrische Analyse 
(FACS) zum Nachweis von de novo generierten proinf lammato- 
rischen Zytokinen in T-Zellen (CD4 und CDS) vorbereitet. Fur 
den Nachweis der T-Zell Aktivierung (CD69/IFN-gamma) wurde 
ein kauflicher Standard-Testkit (Becton. Dickinson) verwendet. 

2. • Ausfuhrungsformen mit kovalent gebundenen Antigenen 

Die Versuche wurden wie oben unter 1. beschrieben durchge- 
fuhrt. Allerdings wurde das Antigen nicht zusairatien mit PEG 
zugegeben, sondern der PU-Schaum wurde vor Kontaktieren mit 
PEG und der Cellulose far 1-2 Stunden mir dem Bindungs- 
koppler 3-(Triethoxysilyl)propylbernsteinsaureanhydrid (5 % 
Geniosil® GF20 in Methanol) vorbehandelt . AnschlieBend 
wurden wie oben vorbereitete Antigene aus der Hulle des 
Cytomegalievirus auf die Tragermaterialien durch Inkubation 
kovalent gebunden. 

Ergebnisse: 

Sowohl kovalent gebundene als auch in der 16s lichen Matrix 
eingebettete Antigene konnten im Vollblut eine T-Zell 
vermittelte Immunantwort auslosen. Der Trager mit den 
kovalent gebundenen Antigenen zeigte nach mehrfach 
hintereinander wiederholten Ansatzen eine zunehmend 
abgeschwachte Immunreaktion (CD69/IFN- Y ) . Dagegen war die 
generierte Immunreaktion mittels loslicher Matrix iiber die 
Zeit konstant. Abbildung 1 zeigt beispielhaft eine 
Darstellung der durchf lusszytometrischen Versuchsergebnisse 
zur Stimulation der CMV-spezif ischen Immunantwort 
(Aktivierungsmarker CD69/Interf eron-gamma Produktion) mittels 
kovalent gebundener CMV-Antigene (Polyurethan KCI Medical 
Grade mit Silan (5% Geniosil® in Methanol) vorbehandelt) 
sowie nicht kovalent eingebetteter CMV-Antigene. Die 
Ausschuttung der Zytokine wurde durch Vorbehandlung der 
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Zellen rait Bref eldin A gehemmt . Die Quadrant enanalyse zeigt 
nach Abzug der Kontrollwerte (0,02 % unstimulierte Zellen) 
eine spezifische Aktivierung • bei 2,49 % der Lymphozyten 
(CD4 + ) . 

Auf einem Trager kovalent oder in einer loslichen Matrix 
eingebettete Antigene k&nnen somit eine spezifische T-Zell 
vermittelte Iramunantwort im Vollblut ausldsen. Die losliche 
Matrix fuhrt zu einer kontinuierlichen Erneuerung der Antigen 
stimulierenden Komponente, die im Kontakt mit dem Blut ist. 
Blutbestandteile k5nnen demnach die funktionelle Kapazitat 
nicht inhibieren. 

Fig. l.a und b: Durchflusszytometrische Ergebnisse, als 
Quadranten-analyse dargestellt. Die Punktewolke im Kasten 
' rechts oben reprasentiert jeweils die durch CMV-HI91- 
Antigen aktivierten (CD69/IFN-Y) CD4+ Zellen im Vollblut 
eines gesunden CMV-positiven Spenders. 

A) unstimulierte Kontrolle: 0.02 % /, 

B) CMV-Hi91-Antigen auf mit Silan behandeltem Polyurethan: 

2.49 % ' ' j 

C) CMV-Hi91-Antigen auf mit Silan behandeltem Polyurethan 

(Wiederholung) : 0.75 % 

D) CMV-Hi91-Antigen auf 16slicher Matrix (nach 
Wiederholung) : 2 . 02 % 



Obige Versuche wurden auch mit anderen Tragern wiederholt, 
d.h. mit Sepharose, Glas und Polystyrol, wobei vergleichbare 
Ergebnisse erzielt wurden. 
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Patentanspriiche 

1. Leukozytenstimulations-Matrix zur Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz, mit folgenden Bestandteilen: 

a) ein oder mehreren Treigern, 

b) einer loslichen Matrix zur Einbettung eines oder 
mehrerer Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz, 

c) ein oder mehreren in die losliche Matrix eingebetteten 
Bestandteilen zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz . 

2. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 1, 
wobei zusatzlich ein oder mehrere Bindungskoppler vorgesehen 
sind, urn eine Bindung zwischen Trager und den ein oder 
mehreren Bestandteilen zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
zu vermitteln. 

3. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 2, 
wobei die Bindung eine kovalente Bindung ist. 

4. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil zur 
Generierung einer Leukozytenstimulat ion und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
die aus Antigenen, MHC-Molektilen, kostimulatorischen 
Faktoren, Zellbestandteilen, Zellhiillen, Bakterien, Viren und 
Kombinationen hiervon besteht. 

5. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch einem 
der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil zur 
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Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz ein synthetisches Antigen ist, 
oder aus Viren, Bakterien, Pilzen, Tumoren, Allergenen oder 
aus korpereigenem Gewebe gewonnen wird, und/oder das MHC- 
Molekul und der kostimulatische Faktor aus korpereigenem 
Gewebe, aus Zellkulturen und/oder synthetisch gewonnen 
we r den. 

6. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 4 oder 
5, wobei der Bestandteil zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
ein Virus der Familie der Herpesviren oder ein Fragment 
hiervon ist, bevorzugt das Cytomegalievirus oder ein Fragment 
hiervon. 

7. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, wobei der Trager aus Gruppe 
ausgewahlt ist, die aus Polyurethanen, Polycarbonaten, 
Polystyrol, in der Chirurgie verwendeten, sich auflosenden 
Materialien, Glas, Naturstoffen wie Darmen oder biologischen 
Materialien wie Schwammen, oder Kombinationen hiervon 
besteht . 

8. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspruche 2 bis 7, wobei der Bindungskoppler 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Cyanogenbromid, 
Cyanoborhydrid, Agarose, Agarosederivaten, Silan, Silan- . 
derivaten oder Kombinationen hiervon besteht. 

9. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 8, 
wobei das Silanderivat ein Alkoxysilan ist, bevorzugt ein 
Anhydridoalkoxysilan oder ein anderes Alkoxysilan, welches 
mindestens eine Carboxylgruppe aufweist. 

10. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche, wobei die 15sliche Matrix aus 
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langkettigen Zuckerverbindungen wie Starke, Cellulose, 
Glykogen einerseits, und/oder Polyethylenglykol andererseits 
aufgebaut ist. 

5 11. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 10, 

wobei die losliche Matrix. aus 50-90 Gew.-%, bevorzugt 60-80 
Gew.-%, der langkettigen Zuckerverbindung und 10-50 Gew.-%, 
bevorzugt 20-40 Gew.-%, Polyethylenglykol, bezogen auf die 
Summe aus langkettiger Zuckerverbindung und Polyethylen- 

10 glykol, aufgebaut ist. . 

12. Leukozytenstimulations-Modul, umfassend ein Gehause 
mit mindestens einer Of fnung sowie eine darin befindliche 
Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der vorhergehenden 

15 Anspriiche. 

13. Leukozytenstimulations-Modul nach Anspruch 12, 
umfassend mindestens eine Einlassof fnung und mindestens eine 
Auslassdffnung, bevorzugt eine Einlassdf fnung und eine 

20 Auslassoffnung. 

x £4. Verfahren zur Leukozytenstimulation und/oder 
Induktionxeiner immunologischen Toleranz, dadurch 
gekennzeichent, dass eine Leukozyten enthaltende Fliissigkeit 
25 mit einer Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
Anspriiche 1 bis 11 in Kontakt gebracht wird. 

•15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Kontaktieren 
in einem Leukozytenstimulations-Modul nach Anspruch 12 oder 
30 13 erfolgt. 

16. Verwendung einer Leukozytenstimulations-Matrix nach 
einem der Anspriiche 1 bis 11 oder eines Leukozytenstimula- 
tions-Moduls nach Anspruch 12 oder 13 zur Leukozytenstrmu- 
35 lation und/oder Indukt ion einer immunologischen Toleranz. 
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17. Verwendung. einer Leukozytenstimulations-Matrix nach 
einem der Anspruche 1 bis 11 oder eines Leukozytenstimula- 
tions-Moduls nach Anspruch 12 oder 13 in Nachweisverf ahren 
der Verteilung aktivierter T-Zell-Subtypen oder fur 
Impfungen. 
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Fig. La 
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Fig. 1.b 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



"1 



Int^Jktonol Application No 

PCT/EP2005/002325 



A. CLASSIRCATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N5/00 



C12N5/08 C12N5/06 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



a FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N A61L 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are Included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 03/030965 A (SCHOLZ MARTIN) 
17 April 2003 (2003-04-17) 
cited in the application 
the whole document 

W0 96/27657 A (MASSACHUSETTS INST 
TECHNOLOGY) 12 September 1996 (1996-09-12) 
abstract 

page 6, line 27 - page 7, line 2 
page 8, line 29 - page 9, line 14 
page 12, line 1 - line 9 



1-17 



1-17 



® 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



D 



Patent family members are listed In annex. 



0 Special categories of cited documents : 

•A' document defining the general state of the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
*E' earlier document but published on or after the International 

filing date 

■L* document which may throw doubts on priority daIm(3) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as spectted) 

'O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P' document published prior to the international filing dale but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the International fifing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

•X* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken alone 

'Y* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art 

*&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the International search 



1 September 2005 



Date of mailing of the International search report 



09/09/2005 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, PB. 5818 Patentlaan 2 
NL-22B0HVRIjswqk 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70)340-3016 



Authorized officer 



Noe, V 



Fom PCTVtSA/21 0 (seoond chert) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



inte^^onal Application No 

PCT/EP2005/002325 



C^Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* I CBalton of document whh Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 2004/006951 A (OELKE MATHIAS ; SCHNECK 
JONATHAN (US) ; UNIV JOHNS HOPKINS (US)) 
22 January 2004 (2004-01-22) 
abstract 

paragraphs '0007!, '0014!, '0015!, 
'0032!, '0039!, '0055!, '0084! - 
'0107!, '0166! 

paragraphs '0007!, '0014!, '0015! 



1-17 



Form PCT/ISA/21 0 (oonthuaUon of second -shoot) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

EP2005/002325 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas notbeenestabhshedinrespect of certain claims under Article 17(2)(a) forthefollowingreasons: 

1. ClaimsNos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Insofar as claims 14-1 7 relate to a method for treatment of the human or 
animal body (EPC Article 52(4)), the search was carried out on the basis of 
the alleged effects of the compound or composition. 

2. I I ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box H Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims . 

2. I | As all searchable claims could be searched withouteffort justifying anadditionalfee, this Authority didnotinvrtepayment 

of any additional fee. 

3 . | 1 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
■ — I covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

[ | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (My 1992) 



INTCRNA" 



RNATIONAL SEARCH REPORT 

ton on patent tamlly members 



IntE^tyonal Application No 
PCT/EP2005/002325 



Patent document 
cited in search report 



Publication 



Patent family 
member(s) 



WO 03030965 



17-04-2003 



WO 
DE 



03030965 A2 
10294532 D2 



W0 9627657 



12-09-1996 



US 2004214997 Al 

WO 9627657 Al 

US 6045818 A 

US 5906828 A 



Publication 
date 



17-04-2003 
26-08-2004 



28-10-2004 
12-09-1996 
04-04-2000 
25-05-1999 



W0 2004006951 A 


22-01-2004 AU 
CA 


2003256506 Al 
2493081 Al 


02-02-2004 
22-01-2004 




EP 


1551449 Al 


13-07-2005 




WO 


2004006951 Al 


22-01-2004 




US 


2004115216 Al 


17-06-2004 



Form PCT/lSA/210 (petart family an™*) {January 2004) 



INTERNATION 



RECHERCHENBERICHT 



InAll 

PCT/I 



onaies Aktenzeichen 

/EP2005/002325 



A. KLASSIFCZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N5/00 C12N5/08 



C12N5/06 



Nach derlnteniallonalen PalentMassffikallon (IPK) oder nach der nallonabn KlassWIalton und der ipk 



a RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlarter MlndestprOfstoff (Klasslfikationssystem und Wasaflkalionssymbole ) 

IPK 7 C12N A61L 



RschBichterte aber nicM zum Mlndestpriifsloff gehdrenda VereffenlBchungen. soweB dtese unter die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der intemalionalen Recherche konsullterte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, vemendfrte Suchbegriffe) 

EPOrlnternal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH AMGESEHENE UMTERIAGEN 



Kalogorte" Bezelchnung der Veroffentlichung, soweB eriorderJch unler Angabe der In Betracht kommenden Teile 



WO 03/030965 A (SCHOLZ MARTIN) 
17. April 2003 (2003-04-17) 
i n der Anmel dung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 96/27657 A (MASSACHUSETTS INST 
TECHNOLOGY) 

12. September 1996 (1996-09-12) 
Zusammenfassung 

Selte 6, Zelle 27 - Selte 7, Zelle 
Selte 8, Zelle 29 - Selte 9, Zelle 
Seite 12, Zeile 1 - Zelle 9 



2 

14 



-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-17 



1-17 



LH 



Weitera Veroffenllfchungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



10 



Slehe Anhang Palentfamflie 



* Besondere Kategorfen von angegebene n Verfiff entllchungen : 

■A* Verfiffentnchung, die den allgemelnen Stand derTechnikdeftniert, 
aber nicht als Sesonders bedautsam anzusahan Ist 

■E* alteres Dokument, das Jedoch erst am Oder nach dem Internatlonalen 
Anmetdedatum verSffertllcM worden Ist 

V Ver5rfent0chung,diegeekjnetlsl elnen Prioritatsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lassen, Oder durch die das VerOffentiichungsdatum elner 
anderen Im Recherchenbericht genannten Verofferrtlichung balegt werden 
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Feld II Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aufBlattl 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grilnden fQr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 



^ ^H P ^ C sSch N auf Gegenstande bezlehen, zu dsren Recherche die Beherde nicht verpflichtet 1st, namlfch 

Insofern die AnsprQche 14-17 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschl1chen/tier1schen Korpers bezlehen (Artikel 52(4) EPU), wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wlrkungen der 
Verbl ndung/Zusammensetzung . 

2 ' ^ S P Bte C ^hauf Telle der Internationalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefQhrtwerden kann, namllch 



3 * ' we^es sich dabei um abhanglge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaM slnd. 



Feld III Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Biait 1) 
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1" I — I Da der Anmelder alle erforderilchen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeltlg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

* I — I Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

« I — I Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

2 - I I zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hfitte, hat die Behorde nicht zur Zahlung elner solchen GebUhr aufgefordert. 



3 I — I Da der Anmelder nur einige der erforderilchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltlg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I I Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fQr die GebUhren entrichtet worden slnd, namllch auf die 

AnsprOche Nr; 



4. n Cter Anmelder hat die erfordertlchen zusatzllchen RecherchengebfJhren nicht rechtzeltlg entrichtet ^n^radmJe I jtahv- 
J — 1 chenberlcht beschranktslch daher auf die In den Anspruchen zuerst erwfihnte Erfindung; dlese 1st In folgenden Ansprflchen er- 
fafct 



Bemerkungen hlnslchtlich elnes Wlderspruohs \J Die zusatzllchen GebQhren wurden vom Anmelder unter WWerspruch gezahlt 

[ | DieZaNungzusatzlicherRecherchengebOhren ertolgte ohne Wlderspruch. 
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